NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU
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. Doc. dr Deana Medi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta slede¢i

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije
Doktorska disertacija dr Olivere Puri¢ napisana je na 163 strane i1 podeljena je na
sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal 1 metode, rezultati, diskusija, zakljucci i

literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 9 slika, 65 tabela i 11 grafikona. Doktorska



disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o

komisiji i spisak skrac¢enica koriS¢enih u tekstu.

U uvodu su detaljno prikazane definicije, epidemioloske karakteristike i javno-
zdravstveni znacaj povreda, zatim i kli¢ki znacaj povreda usled brojnih komplikacija vezanih
za njihovo leCenje. Zatim su predstavljene definicije, ucastalost 1 znacaj bolnickih infekcija
nastalih kod pacijenata sa traumom, kao najces¢oj komplikaciji u ovoj populaciji kriticno
obolelih pacijenata. Nakon toga, dat je pregled definicija i dijagnostickih kriterijuma infekcija
krvi 1 sepse, kao 1 istorijat definicija sepse. Istaknut je znac¢aj hemokulture u dijagnozi i ishodu
leCenja sepse. Detaljno su prikazani patofizioloski mehanizmi ukljueni u nastanak sepse
nakon traume. U potpunosti su objasSnjeni modeli imunskog odgovora u traumi i sepsi.
Ukazano je na znacaj genetske osnove u nastanku sepse, odnosno polimorfizama pojedinac¢nih
nukleotida kao najcesceg tipa varijacija u genetskoj osnovi i njithovom uticaju na imuno-
inflamatorni odgovor u toku traume i sepse. Dat je detaljan prikaz lokalizacije 1 karakteristika
TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 gena kao i njihovih uloga u ekspresiji proinflamatornih citokina,
tumor faktora nekroze i limfotoksina alfa i1 receptora slicnih Toll-u 2 1 4, vaznih u
prepoznavanju komponenti patogena i modulaciji imunskog odgovora u toku infekcije.

Navedeni su klju¢ni polimorfizmi navedenih gena i njihova povezanost sa nastankom sepse.

Dat je dosadasnji pregled literature 1 ukazano je na brojne klinicke faktore koji mogu
uticati na nastanak infekcije krvi i1 sepse, prac¢enih nepovoljnijim ishodom lecenja, kao i na
slozene patofizioloske mehanizme koji su ukljuceni u nastanak ovih komplikacija kod
pacijenata sa traumom. Ukazano je takode na znacaj genetske osnove u nastanku sepse kao 1
na limitacije u dosadasnjoj literaturi koje se odnose na povezanost polimorfizama
imunoinflamatornih gena i nastanku sepse kod ovih pacijenata i samim tim i potrebu za

temeljnijim ispitivanjem ovog fenomena u naSoj populaciji.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u proceni incidencije, epidemioloskih
karakteristika 1 faktora rizika koji doprinose nastanku infekcija krvi i sepse kod pacijenata sa
traumom leCenih u JIL-u, da se utvrdi ucestalost genotipova i alela odabranih polimorfizama
gena TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 koji kodiraju proinflamatorne citokine TNF-a i TNF-f i
receptore TLR-2 i TLR-4 u grupi pacijenata sa posttraumatskom sepsom, pacijenata sa
traumom bez sepse i1 zdravih kontrola, kao i da se utvrdi da 1i postoji razlika u ditribuciji

polimorfizama navedenih gena u ove tri grupe.



U poglavlju Materijal i metode je navedeno da je istrazivanje sprovedeno iz dva dela.
Prvi deo istrazivanja je predstavljao kohortnu studiju sprovedenu u populaciji
traumatizovanih pacijenata hospitalizovanih zbog mehanic¢kih povreda u nekoj od dve JIL
Urgentnog centra Klinickog centra Srbije (hirurska i trauma JIL) u periodu od 01.11.2014. do
30.4.2016. godine. U drugom delu istrazivanja je sprovedena ugnjezdena studija slucajeva i
kontrola u kojoj je poredena distribucija genskih polimorfizama izmedu tri grupe ispitanika:
pacijenata sa traumom koji su dobili sepsu, pacijenata sa traumom koji nisu dobili sepsu i
kontrolnoj grupi zdravih osoba iz populacije Srbije €iji se podaci nalaze u biobanci Instituta
za molekularnu genetiku 1 geneticko inzenjerstvo u Beogradu. Molekularno-geneticka
ispitivanja vrSena su na Institutu za humanu genetiku Medicinskog fakulteta u Beogradu 1
Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo u Beogradu. Istrazivanje je
odobrio Eticki komitet Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu odlukom N° 29/X-5,
od 6.10.2015. godine. Saglasnost za sprovodenje istrazivanja dobijena je od direktora

Urgentnog centra Klini¢kog centra Srbije.

Nabrojani su kriterijumi za selekciju ispitanika. Detaljno su opisani metodologija i
prikupljanje podataka za potrebe ovog istrazivanja. Pomocu predhodno konstruisanog
epidemioloSkog upitnika prikupljeni su podaci o demografskim karakteristikama pacijenata,
klinickim parametrima vezanim za stanje pacijenta na prijemu na odeljenje reanimacije i JIL,
podaci o karakteristikama 1 tezini povreda, kao i podaci o svakodnevnom vitalnom statusu
pacijenata, biohemijskim parameterima, kao i podaci o nastanku infekcije krvi i sepse i
prisustvu faktora koji do njih mogu dovesti (prisustvo CVK, mehanicke ventilacije, hirurske
intervencije 1 njeno trajanje, hemodijalize itd.). Osim epidemioloskog upitnika primenjeni su i
instrumenti i skoring sistemi za procenu stanja svesti (Glasgow koma skor), za procenu tezine
stanja na prijemu (APACHE II-Acute Physiology and Chronic Health Evaluation skor), za
procenu organske funkcije - SOFA skor (engl. Sequential Organ Failure Assessment) 1 za
procenu tezine povreda (ISS-Injury Severity Score).

U svrhu odredivanja polimorfizama gena TNFA, LTA, TLR2 i TLR4 prikupljano je
4ml periferne krvi i sprovedena su molekularno-geneticka ispitivanja koja su obuhvatala
izolaciju 1 analizu polimorfizama pojedinacnih nukleotida. Genotipizacija u grupi
traumatizovanih pacijenata vrSena je metodom lancane reakcije polimeraze u stvarnom
vremenu (real time PCR, RT PCR) pomoc¢u komercijalnih TagMan eseja. Detekcija i analiza
polimorfizama u grupi zdravih kontrola radena je pomoc¢u metoda lancane reakcije polimeraze

sa digestijom produkata restrikcionim enzimima i analizom polimorfizma duZine restrikcionih



fragmenata - PCR-RFLP (engl. polymerase chain reaction restriction fragment length
polymorphism).

U statistickoj obradi podataka su koriS¢ene metode deskriptivne statistike, y2 test,
studentov t-test, univarijantna i multivarijantna logisticka regresija, Kaplan-Majerova kriva
prezivljavanja i Log-rank test. Kappa statistika koriS¢ena je za procenu slaganja americkih 1
evropskih definicija infekcija krvi. Pirsonov %2 1 Yates-ov y2 test su koriS¢eni za poredenje
opserviranih i o¢ekivanih frekvencija alela (Hardy-Weinberg ravnoteza) kao i unakrsni odnos

sa 95% intervalom poverenja sa Haldane-Anscombe korekcijom.
U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljuéci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Kori$éena literatura sadrzi spisak od 254 reference.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Nakon primene kriterijuma za iskljucivanje, od 848 pacijenata primljenih u JIL zbog
traume, u kohortnu studiju je ukljuceno 406 pacijenata. Prosecna starost pacijenata bila je 48
godina 1 veéina pacijenata je bila muskog pola (76,8%). Najces¢i uzroci povreda bile su
saobracajne nesrece (56,2%), zatim pad sa visine (18,2%) 1 pad sa sopstvene visine (9,6%).
Prose¢na vrednost APACHE II skora bila je 10,6 = 6,9 a SOFA skora 4 (interkvartilni
opseg=3) Sto prema literaturi ukazuje na ocekivani mortalitet manji od 10%. Povrede kod
pacijenata primljenih u JIL su bile teske (srednja vrednost trauma (ISS) skora 19,9 + 8,5) jer
je najveéi broj pacijenata (43,1%) zadobio povrede sa ISS skorom 16-24, koje se karakterisu
kao teske povrede. Zivotno-ugrozavajuée povrede imalo je skoro tre¢ina (27,6%) pacijenata
primljenih u JIL.

Kumulativna incidencija infekcija povezanih sa zdravstvenom zaStitom, odnosno
bolnickih infekcija, bila 27,3%. Od ukupno 406 patienata sa traumom, 57 je u toku lecenja u
JIL imalo bar jednu epizodu infekcije krvi (kumulativna incidencija 14%), dok je stopa
incidencija bila 11,8/1000 pacijenata-dana lecenja. Naj¢es¢i uzroCnici infekcija krvi bile su
Gram-negativne bakterije, Acinetobacter spp., K. pneumoniae, Pseudomonas spp. 1 Klebiella
spp., od kojih je vecéina predstavljala multirezistentne sojeve. Ukupni mortalitet pacijenata sa

traumom bio je 21,9% i bio je dva i po puta visi u grupi pacijenata sa infekcijom krvi nego



kod pacijenata bez infekcije krvi (45,6% vs. 18,1%, P < 0,001). Laktati na prijemu >
2mmol/L, pove¢an SOFA skor na prijemu, broj dana sa CVK > 7 1 broj dana na mehanickoj
ventilaciji > 7 su se izdvojili kao nezavisni prediktori infekcija krvi.

Kod 16% pacijenata je dijagnostikovana sepsa, od kojih je 52,3% imalo tesku sepsu.
Stopa incidencije sepse iznosila je 15,7/1000 pacijenata-dana pracenja. NajceS¢i izvori
infekcije kod pacijenata sa sepsom bili su pneumonija (47,7%) 1 infekcija krvi (27,7%).
Najcesc¢i uzrocnik sepse bio je Acinetobacter spp. izolovan iz 38% uzoraka, dok je na drugom
mestu bio P. aeruginosa izolovan iz 18% uzoraka. Pneumonije i infekcije operativnog mesta
povezane sa sepsom najc¢esce je uzrokovao Acinetobacter spp., dok su uzrocnici infekcija
mokra¢nog sistema najceSce bili Klebsiella spp., Acinetobacter spp 1 Proteus mirabilis.
Primarne infekcije krvi kod pacijenata sa sepsom najceS¢e su bile uzrokovane sojevima
Klebsiella spp., Acinetobacter spp. i P. aeruginosa.

Bitan podatak je da je od svih hemokultura uzetih u momentu dijagnoze sepse, ¢ak
41,5% je bilo negativno, dok je kod 38 pacijenata (58,5%) patogeni uzro¢nik infekcije
detektovan u krvi. Uocena je visoka stopa rezistencije patogenih uzro¢nika sepse na
antimikrobne lekove predstavljene u vidu markera antimikrobne rezistencije.

Faktori nezavisno povezani sa nastankom sepse kod pacijenata sa traumom bili su
SOFA skor na prijemu u JIL, hitna operacija abdomena, povreda spoljaSnjeg omotaca tela,
teSka povreda grudnog koSa (AISgrudni ks = 3), teSke povrede (ISS skor > 16) 1 broj dana
provedenih na mehanickoj ventilaciji ve¢i od 7.

U genetickoj analizi podataka u koju je ukljueno 228 pacijenata, 44 pacijenata je
imalo sepsu, 184 pacijenata sa traumom nije imalo sepsu, dok je 110 zdravih osoba iz
populacije predstavljalo kotronlu grupu zdravih osoba. A alel rs1800629 TNFA gena bio je
znacajno ¢es¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod zdravih kontrola. T alel 1
CT+TT genotip rs4986791 (1196C/T) TLR4 gena su bili znacajno ¢es¢i kod pacijenata sa
posttraumatskom sepsom nego kod traumatizovanih pacijenata bez sepse, dok je T alel bio
znacajno ¢es¢i kod pacijenata sa posttraumatskom sepsom nego kod zdravih kontrola. Nije
uocena razlika izmedu alela i genotipova ostalih PPN.

Kada se u obzir uzmu klinic¢ki i genetski faktori koji doprinose nastanku sepse kod
pacijenata sa traumom, multivarijantna logisticka regresija je pokazala da su klinicki faktori
koji su znacajno povezani sa nastankom posttraumatske sepse nakon ukljuc¢ivnja genetickih
polimorfizama u model, bili su teska povreda grudnog kosa (UO 3,29, 95%]IP 1,30-8,30, p =
0,012), sveukupno teSke povrede prema ISS skoru ve¢em od 16 (UO 10,50, 95% IP 1,26-
87,76, p = 0,030) 1 visSe od 7 dana na mehanickoj ventilaciji (UO 22,77, 1P 7,99-64,94,



p<0,001), dok je heterozigotni genotip (CT + TT) polimorfizma rs4986791 (C/T) TLR4 gena
ostao znacajan faktor rizika za nastanak posttraumatske sepse (UO 5,9, 95%IP 1,5 -23,0,p =
0,011) i nakon korekcije za navedene klini¢ke karakteristike. Sto je jo§ znaajnije, dodavanje
polimorfizama u model povecalo je povrSinu ispod ROC krive i unapredilo prediktivnu mo¢

modela u diferencijaciji pacijenata sa sepsom i onih bez sepse.

0)] Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Do sada je u svetu objavljen veliki broj studija o epidemiologiji sepse sa krajnje
heterogenim rezultatima, dok kod nas nema ovakvih podataka. Razlozi za veliku heterogenost
rezultata, osim izvora podataka o sepsi (klini¢ki ili administrativni podaci), su i razlicite
definicije koje su se koristile (neki prijavljuju septikemiju, neki teSku sepsu sa organskom
disfunkcijom)(Angus i sar., 2001). Velika nacionalna studija sprovedena u Americi u periodu
2009-2014. godine, koja je obuhvatila 7.801.624 pacijenta i koja je obradivala klinicke
podatke, pokazala je da su stope incidencije, mortaliteta i ishodi sepse u ovom periodu stabilni
(Rhee 1 sar., 2017). Stopa incidencije sepse procenjena prospektivnim kohortnim studijama
predstavlja stopu ,,leCene” sepse 1 ne oslikava stvarno opterec¢enje zdravstvenog sistema ovim
sindromom (Mayr i sar., 2014). Tako su Gaieski 1 saradnici pokazali da, kori$¢enjem razlicitih

metoda, procenjena stopa incidencije moze biti 3,5 puta veca ili manja (Gaieski i sar., 2013) .

Pacijenti kod kojih je sepsa prac¢ena infekcijom krvi imaju prema literatuti losiji ishod
u odnosu na sepsu uzrokovanu pneumonijom ili abdominalnom infekcijom. Mansur i
Laupland su pokazali da je sepsa uzrokovana infekcijom krvi pra¢ena najve¢im mortalitetom
inakon 90 dana pa ¢ak i nakon godinu dana od otpusta (Mansur i sar., 2015; Laupland 1 sar.,
2004). Nasuprot tome, Zahar i saradnici su pokazali da, iako su u univarijantnoj analizi 1
primarne 1 sekundarne infekcije krvi bile ¢eS¢e kod umrlih nego kod prezivelih, nakon
korekcije za tezinu bolesti 1 ostale parametre od znacaja, ni lokalizacija ni uzro¢nik infekcije

nisu bili povezani sa rizikom od smrtnog ishoda kod teske sepse (Zahar i sar., 2011).

Od veoma velikog znacaja je podatak da oko 30% svih septi¢nih ishoda prode bez
utvrdene infekcije a ¢ak 50% bez pozitivne hemokulture. Prva velika klini¢ka studija o SIRS-
u i sepsi je pokazala da je kod manje od polovine epizoda sepse uzrocnik mikrobioloski
nepotvrden i da to varira od 42% kod pacijenata sa dva od Cetiri kriterijuma za SIRS do 57%
kod pacijenata sa septicnim Sokom (Rangel-Fausto i sar., 1995). U velikoj internacionalnoj

studiji, Alberti 1 saradnici su pokazali da samo 26,2% pacijenata sa sepsom ima mikrobioloski



dokumentovanu infekciju (Alberti i sar., 2002). Ali, studija sprovedena u Spaniji 2002.
godine je pokazala da viSe od polovine (64,5%) epizoda sepse jeste mikrobioloski potvrdeno
(Blanco i sar., 2008). U retrospektivnoj studiji iz 2016. godine, kod samo 30% pacijenata sa

sepsom je zasejana hemokultura bila pozitivna (Novosad i sar., 2016).

Istrazivanja o faktorima rizika za nastanak posttraumatske sepse u literaturi su prisutna
tek od nedavno i1 ukazuju na kontroverznost rezultata i nedovoljnu istrazenost ove oblasti.
Kisat 1 saradnici su 2013. godine naveli stanje hipotenzije na prijemu kao nezavisan faktor
rizika, Sto kasnije nije bilo potvrdeno (Kisat i sar., 2013). Sli¢no je i sa Glazgov koma
skorom, prijemom u JIL, 1 upotrebom kristaloida i kolida prilikom reanimacije. Uprkos
navedenim kontroverznim rezultatima pomenutih studija, sve su pokazale da su muski pol,
stariji uzrast, vrsta i opseznost povreda znacajni prediktori za nastanak sepse nakon teSke
traume. Thornhill je, na osnovu rezultata sistematskog pregleda literature, sve faktore rizika
podelio u tri grupe: faktori povezani sa povredom, faktori odbrane domacina i faktore koji se
odnose na klinicki odgovor na terapiju (Thrornhill i sar., 2010). Prema ovom sistematskom
pregledu, opekotine i penetrantne povrede nose veéi rizik za nastanak sepse, zbog velike

povrsine koZe kontaminirane bakterijama kao i zbog povrede Supljih viscelarnih organa.

Povezanost varijacija gena TNFa 1 nastanka infekcije 1/ili sepse bila je predmet
proucavanja brojnih studija u populaciji kriticno obolelih pacijenata leCenih u JIL ali ne i u
nasoj populaciji. Medutim rezultati dobijeni u ovako heterogenoj populaciji pacijenata koji
imaju brojne komorbiditete, ili su na prijemu imali sepsu kao posledicu vanbolnicki steCene
infekcije, su krajnje opre¢ni. Sto se ti¢e polimorfizma rs361525 TNFa gena na poziciji -238
koji kao posledicu ima prelazak G alela u znatno redi A alel, samo dve studije su do sada
analizirale povezanost ovog polimorfizma sa nastankom sepse u populaciji osoba sa traumom.
Gupta 1 saradnici su u kohorti traumatizovanih pacijenata u Indiji pokazali da su nosioci A
alela na poziciji -238 imali znacajno veci rizik od dobijanja sepse (Gupta i sar., 2015).
Nasuprot tome, O 'Kefe i saradnici nisu pronasli povezanost ovog polimorfizma sa nastankom
sepse niti sa mortalitetom usled sepse u kohorti od 152 tesko povedena pacijenta (O’Keefe 1
sar., 2002). U nasoj populaciji, Surbatovi¢ i saradnici su sproveli studiju o udruZenosti
TNFo/G-308A alela polimorfizma i komplikacija kod kriticno obolelih osoba, i pokazali
povezanost ovog polimorfizma sa ve¢im procentom prezivljavanja ali ne 1 sepsom 1 tipom

infekcije (Gram-pozitivna, Gram-negativna ili meSovita) (Surbatovic i sar., 2010).



Polimorfizam +1350 (T>C) TLR2 gena nije proucavan u populaciji traumatizovanih

pacijenata do sada, ni u svetu ni kod nas.

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Djuric O, Markovic-Denic L, Jovanovic B, Bumbasirevic V. Agreement
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healthcare-associated infections in Serbian trauma patients. PLoS One
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12(12):1079-1087. doi:10.3855/jidc.10737
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multiresistant bacterial isolates from bloodstream infections in trauma
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Immunol Hung [ahead of print] doi: 10.1556/030.66.2019.007.

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija “EpidemioloSke karakteristike, klinicki faktori rizika i
znacaj genskih polimorfizama za nastanak posttraumatske sepse” dr Olivere Duri¢
predstavlja originalni nau¢ni doprinos u razumevanju epidemioloskih karakteristika infekcija
krvi 1 sepse kod pacijenata sa traumom lecenih u jedinicama intenzivne nege, kao i otkrivanju
klinickih 1 genetskih faktora koji doprinose nastanku infekcije krvi i sepse u ovoj populaciji
kriticno obolelih. Sve ovo ima prakti¢an znacaj u selekciji pacijenata koji su u vec¢em riziku
za nastanak infekcije 1 sepse pomocu poznavanja faktora rizika prisutnih ve¢ na prijemu
pacijenta u JIL 1 moguénosti prevencije sepse kod teSko povredenih pacijenata. Ovome bi u
buduénosti moglo doprineti i odredivanje polimorfizama rs1800629 TNFA gena 1 rs4986791
(1196C/T) TLR4 gena.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima dobre naucne prakse.
Ciljevi su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio adekvatan i paZljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog, i imajué¢i u vidu dosadasnji nau¢ni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Olivere Puri¢ 1 odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske

titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 14.02.2019. godine

Clanovi komisije:

Prof. dr Branko Milakovié Prof. dr Ivana Novakovié¢

Prof. dr Natasa Maksimovié¢ Doc. dr Ivan Palibrk

Doc. dr Deana Medi¢

Mentor: Komentor:

Prof. dr Ljiljana Makovi¢-Deni¢ Prof. dr Vesna Bumbasirevi¢




